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Streszczenie

Rak jajnika, nie bez powodu zwany ,cichym zabdjca”, stanowi jeden z najtrudniejszych probleméw w gi-
nekologii onkologicznej. Z uwagi na brak specyficznych symptoméw rozpoznawany jest w zaawansowanych
stadiach rozwoju choroby, co znacznie ogranicza skutecznos¢ terapii. Istnieje wiec potrzeba wprowadzenia no-
woczesnych metod do wczesnej diagnozy tego nowotworu. Moga one nie tylko pomagac¢ w wykryciu raka, lecz
takze dostarcza¢ informacji o efektywnosci stosowanej terapii przeciwnowotworowej. Wazne jest, by markery
nowotworowe byty oznaczane w sposéb jak najmniej inwazyjny oraz mato kosztowny, aby mogty by¢ stosowa-
ne w badaniach przesiewowych prowadzonych na duza skale. Obecnie standardem jest stosowanie markera
biatkowego CA125, ktéry nie jest jednak dostatecznie czuty ani swoisty. Wspomaga sie wiec go oznaczaniem
dodatkowych markeréw biatkowych i uzyciem metod statystycznych. Zasadne jest stosowanie tzw. paneli bio-
markeréw, czyli testéw oznaczajacych kilka substancji jednoczesnie, w celu uzyskania jak najwyzszej czutosci
oraz specyficznosci. Zastosowanie znalazty algorytm ROMA oraz test OVAL Wciaz trwajg badania nad wpro-
wadzeniem kolejnych markeréw, w tym niebiatkowych. Dzieki szybkiemu rozwojowi genetyki, proteomiki oraz
metabolomiki zidentyfikowano liczne zwiazki, ktére moga znalez¢ zastosowanie w badaniach skriningowych
w celu wczesnego wykrywania raka jajnika.

Niniejsza praca przedstawia najnowsze doniesienia na temat biomarkeréw w diagnostyce i leczeniu raka
jajnika. Bardzo obiecujgca wydaje sie analiza materiatu genetycznego, obejmujaca zaréwno wykrywanie mutacji
gendw, jak i zmiany epigenetyczne oraz badania mikroRNA.
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Summary

Ovarian cancer is, not without reason, called the “silent killer”. It is one of the most difficult problems in
gynecologic oncology. In the absence of specific symptoms it is recognized in the advanced stages of the dis-
ease, which greatly reduces the effectiveness of therapy. Therefore, there is a need for new methods for early
diagnosis of cancer. They can not only assist in the detection of cancer but also provide information on the ef-
fectiveness of the treatment. It is important that the tumour markers are determined in the least invasive and
less expensive way so as to be used for large-scale screening. The current standard is to use a protein marker
CA125, which is not sufficiently sensitive and specific. So it is supported by determination of additional protein
markers and statistical methods. It is reasonable to use the so-called biomarker panels, the test of more than
one marker to achieve the highest sensitivity and specificity. The algorithm ROMA and test OVAL are used.
Currently, studies on the introduction of further markers, including non-protein markers are underway. With
the rapid development of genetics, proteomics and metabolomics, a number of compounds are identified which
can be used in screening tests for the early detection of ovarian cancer.

This paper presents the latest news on biomarkers in the diagnosis and treatment of ovarian cancer.
The analysis of genetic material, including both the detection of gene mutations and epigenetic changes and
microRNA studies, seems to be very promising.
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Wstep

W leczeniu choréb nowotworowych niezwykle istot-
na jest wczesna diagnoza. Dostepne obecnie metody
nie zawsze pozwalaja wykryé nowotwér w poczatko-
wym stadium rozwoju, co znacznie zmniejsza skutecz-
nos¢ leczenia. Szczeg6lnie trudny do rozpoznania jest
rak jajnika z uwagi na brak specyficznych objawéw. We-
dtug statystyk odsetek 5-letnich przezy¢ dla raka jajnika
wykrytego w zaawansowanym stadium wynosi jedynie
20%, podczas gdy dla nowotworu zdiagnozowanego we
wczesnej fazie jest to 90%. Obecnie jedynie 25% przy-
padkéw udaje sie rozpozna¢ w poczatkowym stadium
rozwoju [1, 18]. Te niepokojace dane wskazuja, ze istnie-
je potrzeba jak najszybszego opracowania biomarkera,
ktérego oznaczanie pozwolitoby na wczesne wykrycie
choroby oraz prowadzenie efektywnego leczenia.

Ocena ryzyka zachorowania na raka
jajnika z wykorzystaniem markera
biatkowego CA125 - panele biomarkeréw

Od ponad dwéch dekad, podstawe w diagnozowa-
niu raka jajnika stanowi biatko CA125 (Cancer Antigen
125) [5]. Nie jest to jednak marker specyficzny. Gliko-
proteina ta wytwarzana jest przez dojrzate, prawidtowe
tkanki: optucnej, osierdzia, otrzewnej, jelita grubego,
trzustki, nerek, zotadka i pecherza moczowego, a tak-
ze w btonie sluzowej kanatu i trzonu macicy. Zwiekszo-
ne stezenie tego antygenu obserwowane jest réwniez
w: marskosci watroby, zapaleniu ptuc, zapaleniu osier-
dzia oraz nowotworach: trzustki, ptuca, jelit, zotadka
oraz w chtoniakach [3, 4]. W przypadku raka jajnika
zwiekszone stezenie CA125 obserwuje sie w 85% przy-
padkéw raka surowiczego, 65% przypadkéw raka en-
dometrioidalnego, 40% raka jasnokomoérkowego oraz
36% przypadkow rakéw niezréznicowanych, a takze je-
dynie u 12% pacjentek z rakiem $luzowym [7]. Ponadto
nalezy podkresli¢, ze w przypadku raka jajnika sklasyfi-
kowanego jako | stopien (wg FIGO) stezenie CA125 jest
zwiekszone jedynie u potowy pacjentek [1].

Z powodu ztozonosci oraz zréznicowania histolo-
gicznego raka jajnika uwaza sie, ze niemozliwe jest, aby
pojedynczy marker pozwalat wykryé wszystkie podtypy
raka jajnika z wysoka czutoscig oraz specyficznoscia,
dlatego tez zasadne jest stosowanie tzw. paneli bio-
markerow, czyli testow oznaczajacych kilka substancji
jednoczesnie, w celu uzyskania jak najwyzszej czutosci
oraz specyficznosci [16]. Przyktadem skutecznego wy-
korzystania takich ztozonych badan sa dwa testy: algo-
rytm ROMA oraz test OVAL.

Algorytm ROMA

Algorytm ROMA (Risk of Ovarian Malignancy Algori-
thm) to najnowsze narzedzie, zatwierdzone we wrzes-

niu 2011 r. przez Amerykanska Agencje ds. Zywnosci
i Lekéw (Food and Drug Administration — FDA) do oce-
ny ryzyka zachorowania na ztosliwy nowotwor jajnika.
Procedura ta polega na potaczeniu kilku dotychczas
stosowanych sposobéw w jedng metode oceny ryzy-
ka. Badanie ROMA obejmuje trzy podstawowe sktado-
we: statystyczne oszacowanie ryzyka zachorowania na
ztosliwy guz jajnika (uwzgledniajgce status menopau-
zalny pacjentek) oraz dwa testy markeréw nowotwo-
rowych: CA125 i HE4. Marker HE4 (human epididymis
protein 4), znany rowniez jako WFDC2 (WAP 4-disulficde
core domain 2), jest niskoczasteczkowa glikoproteina,
po raz pierwszy zidentyfikowang w nabtonku dystalnej
czesci najadrza jako inhibitor proteazy bioracy udziat
w dojrzewaniu plemnikéw. Badania Lu i wsp. dowio-
dty, ze czynnik ten odgrywa wazna role w procesie po-
wstawania raka jajnika. Nadekspresja HE4 wiaze sie
ze zwiekszong migracjg oraz adhezjg komérek raka
jajnika. Ograniczenie ekspresji genu HE4 powoduje za-
hamowanie migracji komérek raka jajnika linii SKOV-3
(SKOV-3 human ovarian adenocarcinoma cell line),
a takze ogranicza proliferacje oraz zdolnos¢ do inwa-
zji komérek tej samej linii. Przypuszczalnie HE4 pobu-
dza réwniez Sciezke sygnatowa EGF-MAPK (epidermal
growth factor/mitogen-activated protein kinases path-
way), ktoéra jest kluczowa dla metastazy. W badaniach
in vivo redukcja poziomu tego genu ogranicza rozwoj
nowotworu u myszy z zaszczepionymi ludzkimi komor-
kami nowotworowymi [8]. Jako marker nowotworowy
HE4 w potaczeniu z CA125 wykazuje czutosé rzedu 76%
oraz specyficznos¢ na poziomie 95%. Srednia wartosé
HE4 w surowicy kobiet z rakiem jajnika oraz rakiem en-
dometrium byta znacznie wyzsza, w poréwnaniu z war-
toscig mierzong u kobiet chorujacych na endometrioze.
Czutos¢ potaczonych markeréw to 95% dla raka jajnika
oraz 92,9% dla endometriozy jajnika. Stosowanie obu
markerdw jednoczesnie pozwala na zwiekszenie do-
ktadnosci diagnozowania raka jajnika oraz pozwala na
lepsze rozr6znianie raka jajnika od schorzen takich jak
torbiele endometrioidalne jajnika czy endometrioza [9].
Wynik algorytmu podawany jest w procentach — okre-
5laja one prawdopodobienstwo, ze u chorej rozwija sie
stan nowotworowy (ryc. 1.).

Test OVAI1

Test OVAL1 zostat zatwierdzony przez FDA do oceny
charakteru masy nowotworowej przed zabiegiem chirur-
gicznym. Nie jest to typowy test przesiewowy w kierun-
ku raka jajnika. Nie moze takze zastgpi¢ metod diag-
nostycznych. Pozwala jednak zwiekszy¢ doktadnosé
rozpoznania guza, a tym samym zwielokrotni¢ skutecz-
nos¢ leczenia. Badanie polega na oznaczaniu w osoczu
stezenia pieciu biatek zwigzanych z procesem nowo-
tworzenia. Sg to: CA125, apolipoproteina A-1 (ApoA-1),
transtyretyna (TTR), transferyna (TF), B,-mikroglobulina
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niskie ryzyko
/ ROMA < 7,4%

\ wysokie ryzyko
ROMA > 7,4%
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/ ROMA < 25,3%

\ wysokie ryzyko
ROMA = 25,3%

(B2MG). Stezenie Apo-Al, TF oraz TTR jest zmniejszone,
natomiast CA125 zwieksza sie u chorych z nowotworami
ztosliwymi w stosunku do tych ze zmianami tagodnymi.
Za pomoca specjalnego algorytmu oblicza sie wynik te-
stu podawany w postaci liczbowej (0-10), ktory wskazu-
je, czy mamy do czynienia z guzem tagodnym czy ztosli-
wym. Nalezy zwréci€¢ uwage, ze wyniki wskazujace na
wysokie ryzyko réznig sie dla kobiet w okresie przedme-
nopauzalnym (> 5,0) oraz po menopauzie (> 4,4) [6, 10].

okres
przedmenopauzalny

/
\

okres
pomenopauzalny

\
/

Ryc. 1. Algorytm ROMA

Niebiatkowe markery

Nalezy podkresli¢, ze duzo uwagi poswieca sie ostat-
nio takze niebiatkowym markerom. Przyktadem moze
by¢ kwas lizofosfatydowy (lysophosphatidic acid — LPA).
Jest on fosfolipidem, ktérego zwiekszone stezenie od-
notowano w ptynie wodobrzusza oraz osoczu pacjentek
z rakiem jajnika. Produkowany jest przez komérki na-
btonkowe jajnika. Bierze udziat w stymulowaniu proli-
feracji oraz inwazji komérek. W obecnosci LPA komérki
raka jajnika wykazuja nizsza wrazliwos¢ na apoptoze
indukowang chemioterapeutykami (np. cisplatyne).
Prawdopodobnie LPA bierze réwniez udziat w powsta-
waniu przerzutdw (zwieksza stezenie czynnikéw angio-
gennych, takich jak interleukina 8 oraz VEGF). Na pod-
stawie badan stwierdzono, ze poziom receptoréw LPA2
oraz LPA3 byt znacznie wyzszy u pacjentek z rakiem
jajnika w poréwnaniu z pacjentkami z tagodnymi zmia-
nami na jajnikach oraz z grupa kontrolnga, w sktad kté-
rej wchodzity kobiety zdrowe. W warunkach fizjologicz-
nych komérki nabtonkowe jajnikéw nie wydzielaja tego
kwasu. Stezenie LPA zwiekszato sie wraz ze wzrostem
stopnia zaawansowania nowotworu jajnika. Zwiekszo-
ne stezenie kwasu lizofosfatydowego zaobserwowa-
no u 90% pacjentek z rakiem jajnika w stadium | [11].
Niezwykle obiecujace wydaje sie takze wykorzystanie
metabolomiki, ktéra jest gatezig biologii systemowej,
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zajmujaca sie badaniem wszystkich metabolitéw znaj-
dujacych sie w komoérce. Metabolity uwazane sa za
efekt oddziatywania genomu ze Srodowiskiem, a nie
jedynie prostym odzwierciedleniem metabolizmu ko-
morki. Do badan metabolitéw stosuje sie gtéwnie spek-
troskopie 'H-NMR. Badanie prowadzone z udziatem 38
kobiet z rakiem jajnika, 12 z tagodnymi nowotworami
jajnika oraz 51 kobiet nalezacych do grupy kontrolnej
wykazato, ze markery oparte na metabolitach charak-
teryzuja sie czutoscig oraz specyficznoscig wykrywania
nabtonkowego raka jajnika réwng 100%, co zacheca do
dalszych badan w kierunku zastosowania metabolomi-
ki we wczesnym wykrywaniu nowotwordw [1].

Biomarkery oparte na analizie mutacji
gendéw

Wiekszos¢ nowotworéw jajnika powstaje w wyni-
ku nagromadzenia zmian w materiale genetycznym,
jednakze szczegbtowo proces ten nie zostat jak dotad
poznany. Mutacje genéw supresorowych, takich jak
p53, pRB (retinoblastoma protein), BRCA (breast cancer
type 1/2 susceptibility protein), oraz onkogenéw — K-ras,
c-myc, c-erbB2 wydajg sie odgrywac znaczaca role
w powstawaniu raka jajnika. Najczestsze zmiany w ma-
teriale genetycznym obserwowane u pacjentek z ra-
kiem jajnika to amplifikacja regionéw 8q, 1q, 20q, 19q,
oraz delecje fragmentow 13q (usuniecie tego fragmentu
wigze sie z inaktywacja genu RB — retinoblastoma gene
— supresora nowotworowego bedacego negatywnym
regulatorem wzrostu komorki), 4q, 18q [3, 12]). Zmiany
w DNA lub RNA badane s3 za pomoca tatwo dostepnych
dzis technik, takich jak: reakcja tancuchowa polimera-
zy (polymerase chain reaction — PCR), RT-PCR (reverse
transcription PCR), sekwencjonowanie DNA oraz tech-
nika fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ (fluorescent in
situ hybridisation — FISH). Markerami nowotworowymi
moga by¢ zaréwno mutacje w materiale genetycznym,
jak i zmiany o charakterze epigenetycznym oraz niepra-
widtowosci w ekspresji gendw [1].

Dziedziczne zmiany genetyczne

Szacuje sie, ze ok. 10% wszystkich przypadkéw
nabtonkowego raka jajnika spowodowane jest nosi-
cielstwem zmutowanych genéw, gtownie BRCAI oraz
BRCA2, a takze gendw kodujacych systemy naprawcze
DNA — MMR (mismatch repair), gtbwnie gendw hMLHI
oraz hMSH2[1, 2, 4]. Biatka BRCA1 oraz BRCA2 odpowie-
dzialne s3 za regulacje ekspresji genéw oraz rozpozna-
wanie uszkodzeh DNA, w szczegblnosci dwuniciowych
peknie¢ [17]. Mutacje obserwowane w raku jajnika to
gtownie zmiana ramki odczytu oraz mutacje nonsen-
sowne. Ryzyko wystgpienia raka jajnika u nosicielek
mutacji genu BRCAI wynosi 35-46% (do 70. roku zycia).
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Wsrod nosicielek mutacji BRCA2 ryzyko to jest mniejsze
— wynosi 13-23% [2]. Geny hMLH1 oraz hMSH2 s3 od-
powiedzialne za naprawe btednie sparowanych nukle-
otydoéw podczas replikacji DNA. Wykrycie mutacji ww.
gendw moze pom6c w zaklasyfikowaniu pacjentek do
grupy wysokiego ryzyka [1].

Zmiany epigenetyczne

Metylacja DNA w obszarach promotorowych ge-
néw bedaca gtéwnym mechanizmem epigenetycznym
oraz modyfikacja histonéw odgrywaja zasadnicza role
w etapie inicjacji oraz progresji nowotworu. Obecnie
trwaja intensywne badania polegajace na identyfika-
cji specyficznych genéw, ktére ulegaja zmianom pod
wptywem czynnikéw epigenetycznych. Wyniki badan
potwierdzaja, ze moze by¢ to dobry marker. W badaniu
materiatu genetycznego pochodzacego od 50 pacjentek
we wszystkich prébach wykryto hipermetylacje promo-
torébw 6 gendéw kodujacych supresory nowotworowe
— RAS (rat sarcoma), BRCA (breast cancer susceptibili-
ty protein), APC (adenomatous polyposis coli), p14ARF,
p16INK4a oraz DAPKinase (death associated protein-ki-
nase). ldentyczny wzor hipermetylacji obecny byt w DNA
41 sposrod 50 probek (w tym w 13 z 17 przypadkéw raka
w | stadium). Hipermetylacja nie byta obserwowana
u zadnej z 40 pacjentek stanowiacych grupe kontrolna.
Niewatpliwa zaleta jest fakt, ze badanie jest nieinwa-
zyjne — materiatem pobieranym do testu jest krew [13].

Nieprawidfowosci w ekspresiji genéw

We wczesnym wykryciu raka jajnika moze poméc
takze analiza zmian w ekspresji poszczegélnych gendw.
Rozréznianie tkanek zdrowych i tkanek nowotworowych
na podstawie réznic w ekspresji gendw, identyfikacja hi-
stologicznych podtypéw nowotworu jajnika oraz prze-
widywanie odpowiedzi na terapie (w tym préba oceny
wrazliwosci na chemioterapie | rzutu z zastosowaniem
platyny) mozliwe sa dzieki rozwojowi wysokoprzepusto-
wych technologii pozwalajacych na analize ekspres;ji ty-
siecy genéw podczas jednego eksperymentu. Technika
uzywana do tego typu badan jest seryjna analiza eks-
presji gendw (serial analysis of gene expression — SAGE).
Geny, ktérych poziom ekspresji oceniano u pacjentek
z rakiem jajnika, to m.in.: gen klaudyny 3 (claudin 3 —
CLDN 3), podfrakcja 4 ludzkiego biatka z komoérek na-
btonkowych najadrza (human epidymal protein 4 — HE4),
receptor folianéw 1 (folate receptor 1 — FOLRI) oraz cykli-
na D1 (cyclin DI - CCND]I) [14].

Biomarkery microRNA

MicroRNA to niekodujace czasteczki RNA sktadajace
sie z ok. 22 nukleotydéw. Gtéwnga ich rolg jest regulacja

ekspresji gendw na poziomie translacji, co nazywane jest
wyciszaniem mRNA. Uwaza sie, ze ok. 30% ludzkich genéw
kodujacych biatka podlega regulacji zaleznej od microRNA.
Zmieniona ekspresja microRNA w komérkach nowotworo-
wych (w tym w komorkach raka jajnika) daje mozliwos¢
zastosowania microRNA jako markeréw nowotworo-
wych, stosowanych w celach zaréwno diagnostycznych,
jak i pozwalajacych na klasyfikacje nowotworu. W ciggu
ostatnich 5 lat wykryto 29 czasteczek microRNa, ktérych
ekspresja rozni sie w komérkach zdrowych i komérkach
nowotworowych. Wsrdd nich znalazty sie czasteczki ule-
gajace nadekspresji: miR-200a, miR-200b, miR-200c oraz
miR-141, oraz czasteczki o obnizonej ekspresji: miR-199a,
miR-140, miR-145 oraz miR-125b1. Prawdopodobnie po-
miar ekspresji miRNA w komérkach raka jajnika moze
rowniez znalez¢ zastosowanie w klasyfikowaniu nowo-
tworéw do odpowiednich typéw histologicznych oraz do
klasy nowotworéw o wysokim badz niskim stopniu ztosli-
wosci, a takze odréznianiu zmian tagodnych od ztosliwych.
Niewatpliwa zaleta miRNA jako markera nowotworowego
bytaby mozliwos¢ oznaczania go bezposrednio z osocza.
Zwigkszenie poziomu ekspresji miR-21, miR-92 oraz miR-
93 u pacjentek chorujacych na raka jajnika, u ktérych ste-
zenie CA125 miesci sie w normie, sugeruje, ze oznaczanie
miRNA mogtoby byé stosowane jako uzupetnienie w celu
zwiekszenia efektéw pomiaru stezenia CA125 w surowicy
pacjentek [15].

Podsumowanie

Wysokoprzepustowe technologie stosowane dzis na
coraz wieksza skale w analizie i detekcji gendéw, anali-
zie proteomicznej profili biatkowych oraz metabolomice
pozwalajg na wykrycie potencjalnych markeréw nowo-
tworowych, ktére w przysztosci beda mogty zrewolucjo-
nizowac walke z rakiem jajnika, poprzez jego wczesna
detekcje. Pomimo obiecujacych rezultatéw, potrzeba
jeszcze wielu szczegbtowych badan, aby méc na sze-
rokg skale stosowaé¢ markery badZz kombinacje mar-
kerow, ktére bytyby wystarczajaco czute i specyficzne,
aby spetni¢ podstawowe kryterium wg norm Swiatowe;]
Organizacji Zdrowia — obnizenie $miertelnosci spowo-
dowanej przez nowotwor jajnika w ogélnej populacji.
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